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Статья посвящена изучению химического состава жидкого экстракта «Гемо-
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время во всем мире зна-
чительно повысился интерес к лекарствен-
ным растениям и разработке на их основе 
эффективных, безопасных и доступных 
лекарственных средств (ЛС) [1]. Расти-
тельные средства широко используются 
для лечения и профилактики различных 
заболеваний в медицинской практике. Это 
обусловлено такими преимуществами, как 
мягкое воздействие на организм человека 
и минимизация побочных эффектов, что 
позволяет рекомендовать безрецептурный 
отпуск разрабатываемых фитопрепаратов. 
Нами было получено оригинальное 
ЛС «Гемостат» в виде жидкого экстракта. 
Предварительные эксперименты показали, 
что ЛС обладает капилляроукрепляющей, 
кровоостанавливающей и противовоспа-
лительной активностью [2]. 
Исходным сырьем для получения жид-
кого экстракта «Гемостат» служили листья 
крапивы, трава горца птичьего и перечно-
го. По литературным данным использо-
ванные лекарственные растения содержат 
дубильные вещества, флавоноиды, алкало-
иды, эфирные масла, белковые вещества, 
витамины С, К1, В1, В2, макро–  и микроэле-
менты и др. [3 – 5]. 
Целью настоящего исследования было 
изучение химического состава основных 
действующих веществ жидкого экстракта 
«Гемостат».
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Жидкий экстракт получали методом 
перколяции. Концентрация спирта в экс-
тракте составила 69,9%, сухой остаток 
0,14% и тяжёлые металлы не более 0,01% 
в препарате (ГФ ХI, вып. 1, с. 165).
Для изучения химического состава 
жидкого экстракта использовали класси-
ческие химические реакции, а также ранее 
разработанные методики анализа витами-
на К
1
 и флавоноидов [6–8].
Определение витамина К1. 10 мл жид-
кого экстракта упаривали (до 1 – 2 мл) и 
количественно переносили в делитель-
ную воронку, где проводили экстракцию 
смесью, состоящей из  воды очищенной и 
гексана в соотношении 50:20. Гексановый 
слой отделяли, фильтровали через слой 
безводного Na
2
SO
4
, а водный слой повтор-
но экстрагировали вышеуказанной смесью 
до полного высвобождения биологически 
активных веществ (БАВ) из жидкого экс-
тракта. Гексановые экстракты объединяли 
и упаривали до сухого остатка на ротор-
но-вакуумном испарителе при температу-
ре не выше 400С. Сухой остаток количе-
ственно переносили в мерную колбу вме-
стимостью 25,0 мл с помощью метанола. 
Метанольный раствор фильтровали через 
фильтр «Миллипор» с размером пор 0,45 
мкм и использовали в качестве испытуе-
мого раствора. 
Хроматографирование проводи-
ли с использованием ВЭЖХ системы 
Agilent Technologies 1200 series с УФ-
спектрофотометрическим детектором ме-
тодом обращенно-фазовой хроматогра-
фии. Разделение осуществляли на метал-
лической колонке размером 150х3,0 мм, 
наполненной сорбентом Zorbax Eclipse 
XDB, с полимерно привитой фазой С 18, 
обеспечивающей специфическую селек-
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тивность по отношению к витаминам 
группы К. Объем инжекции составлял 20 
мкл, скорость потока – 0,5 мл/мин, темпе-
ратура – 200С. Элюирование проводили в 
изократическом режиме, подвижная фаза – 
метанол, детектирование – при длине вол-
ны 272 нм, время анализа – 10 минут. С 
использованием значения площади пика 
витамина К
1
 вычисляли количественное 
его содержание 
 
в изучаемом объекте по 
формуле (1):
,     (1)
где S0 – площадь пика витамина К1 на 
хроматограмме раствора РСО;
S1 – площадь пика витамина К1 на хро-
матограмме раствора испытуемого образца;
а0 – навеска РСО витамина К1, мг;
P – содержание витамина К
1
 в %.
Методика количественного опреде-
ления флавоноидов. При определении ис-
пользовали жидкостный хроматограф 
фирмы Agilent Technologies (США) марки 
“Agilent 1200 series” с программным обе-
спечением “Chemstation 09.03.а”, изокра-
тическим насосом и спектрофотометриче-
ским детектором. Разделение проводили 
на колонке размером 4,6×150 мм, запол-
ненной сорбентом Zorbax Eclipse C-18 с 
величиной частиц 5 мкм. Подвижная фаза 
0,3% фосфорная кислота с рН 2,0 и мета-
нол при элюировании в градиентном ре-
жиме с изменением концентрации от 20 до 
80%. Детектирование проводили при дли-
нах волны 357 и 370 нм, которые являются 
характерными λ
 max
 рутина и кверцетина 
соответственно. Скорость потока элюен-
та – 1 мл/мин, объем вводимой пробы – 10 
мкл. Температура хроматографирования – 
350С. Продолжительность анализа – 30 
мин. 
Приготовление раствора РСО рути-
на. Около 0,005 г (т.н.) РСО рутина раство-
ряли в метаноле в пикнометре вместимо-
стью 10 мл и доводили объем раствора до 
метки этим же растворителем. 
Приготовление раствора РСО кверце-
тина. 0,005 г РСО кверцетина (ФС 42Уз-
0031-96) растворяли в метаноле в пикно-
метре вместимостью 10 мл и доводили 
объем до метки этим же растворителем.
Содержание рутина и кверцетина в со-
ставе жидкого экстракта «Гемостат» рас-
считывали по формуле (2): 
 
где а
исп 
– навеска испытуемого раствора; 
S
стд
 – площадь основных пиков на хро-
матограмме растворов РСО рутина и квер-
цетина, mAU;
S
исп
 – площадь пика рутина и кверцети-
на на хроматограмме испытуемого образ-
ца, mAU;
а
ст
 – навеска РСО рутина и кверцети-
на, г;
P – содержание рутина и кверцетина в 
стандартном образце, %.
Методика определения элемент-
ного состава. Для исследования эле-
ментного состава использовали масс-
спектрометрический метод: ICP-MS 
(масс-спектрометр индукционно – связан-
ной плазмы) АТ 7500. 5 мл жидкого экс-
тракта выпаривали, количественно поме-
щали в термостойкую колбу и приливали 
10 мл концентрированной кислоты азот-
ной. Образец разлагали в микроволновой 
печи «Milestone» при программировании 
мощности от 250 до 500 Вт и температу-
ры от 180 до 2200С. Полученный раствор 
фильтровали и количественно переносили 
в мерную колбу объемом 100 мл и в даль-
нейшем использовали для прямого ввода 
в спрей-камеру прибора. Условия анали-
за: мощность плазмы – 1200 Вт; время 
интегрирования – 0,1 с; скорость враще-
ния перистальтического насоса – 0,1 об/с. 
Остальные параметры прибора установ-
лены в процессе настройки и неизменны 
в течение между периодами проведения 
технического обслуживания. В качестве 
стандарта использовали мультиэлемент-
ный стандартный раствор с содержанием 
целевых компонентов 1,0 мг/л.
Определение аминокислотного соста-
ва. Количественное определение спир-
торастворимых белков в экстракте (70% 
спиртовой) проводили спектрофотоме-
трическим методом, который основан на 
способности ароматических аминокислот 
(триптофан и тирозин) поглощать ультра-
фиолетовый свет с максимумом поглоще-
,     (2)
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ния при 280 нм. Таким образом, измеряя 
величину оптической плотности при этой 
длине волны, можно судить о количестве 
белка, присутствующего в растворе [9].
Измерение оптической плотности про-
водили на спектрофотометре СФ-46. 
Для определения аминокислотного со-
става спиртовой раствор упаривали на ро-
торном испарителе, затем остаток раствора 
сушили. Навеску 50 мг гидролизовали кис-
лотой хлористоводородной 5,7 н при темпе-
ратуре 1100С в течение 24 часов в вакуумных 
условиях. Гидролизат упаривали и определя-
ли аминокислотный состав на анализаторе 
Т-339. Предварительно провели качествен-
ное обнаружение аминокислот в упаренном 
гидролизате по реакции со спиртовым рас-
твором нингидрина. Появление фиолетово-
го окрашивания в исследуемом извлечении 
указывало на наличие аминокислот.
В качестве стандартного образца ви-
тамина К
1
 использовали 2-метил-1,4-
нафтохинон (С
13
Н
46
О
2
, M.r 450,68, Fluka 
Chemie AG CH -9471, Sigma-Aldrich, ≥ 99% 
(HPLC)). РСО витамина К
1 
готовили путем 
растворения вещества в метаноле до полу-
чения концентрации 4 мкг/мл.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Идентификацию витамина К
1
 прово-
дили путем сопоставления времени удер-
живания РСО витамина К
1 
с исследуемым 
образцом. Пик со временем удерживания 
6,393 мин. соответствовал витамину К
1.
 
На основании ВЭЖХ исследований было 
установлено, что количественное содер-
жание витамина К
1 
в жидком экстракте 
«Гемостат» составило 1,45 мкг/мл (ри-
сунки 1, 2).
Рисунок 1 – Хроматограмма жидкого экстракта «Гемостат» при определении витамина К
1
Рисунок 2 – Хроматограмма РСО витамина К
1
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Количественное содержание флавонои-
дов определяли методом ВЭЖХ [3–5]. С це-
лью идентификации рутина и кверцетина в 
ЛС параллельно хроматографированию под-
вергали растворы их РСО. Проверку при-
годности хроматографической системы, где 
получаются воспроизводимые результаты, 
проводили по числу теоретических тарелок, 
степени разделения пиков и относительному 
стандартному отклонению. Анализ хрома-
тограмм, представленных на рисунках 3 и 4, 
показывает, что пики со временем удержива-
ния 11,35 и 13,96 мин соответствовали рути-
ну и кверцетину, соответственно.
Рисунок 3 – Хроматограмма стандартного образца кверцетина и рутина
Рисунок 4 – Хроматограмма жидкого экстракта «Гемостат» 
при определении рутина и кверцетина
Изучение макро- и микроэлементно-
го состава. В результате проведенных 
исследований было выявлено, что жид-
кий экстракт содержит все необходимые 
макро–  и микроэлементы, среди кото-
рых преобладающими являются: магний 
Название флавоноида X
i
, % , % f S2 S Д ε ,%
рутин
X
1
=0,731
X
2
=0,726
X
3
=0,720
X
4
=0,725
Х
5
=0,740
0,728 4 0,00005 0,0075 0,0094 1,29
кверцетин
X
1
=0,035
X
2
=0,034
X
3
=0,034
X
4
=0,035
Х
5
=0,035
0,0346 4 0,0000003 0,00054 0,00068 1,96
Таблица 1 – Метрологические характеристики результатов метода количественного 
определения суммы флавоноидов (n=5; P=95%; t(p,f)=2,78)
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– 120,0 мг/л, кальций – 82,0 мг/л, натрий 
– 53,0 мг/л, железо – 13,0 мг/л, цинк – 6,6 
мг/л, хром – 3,7 мг/л, марганец – 1,7 мг/л. 
Изучение аминокислотного состава. 
Используя спектрофотометрический ме-
тод анализа установили содержание спир-
торастворимого белка (проламинов), кото-
рое составило 58 мг/мл (5,8%) [6].
При определении качества белка вы-
явлены аминокислоты, наименование и 
содержание которых в жидком экстракте 
«Гемостат» приведены в таблице 2. 
Состав характеризуется наличием 
всех незаменимых аминокислот (*) и 
сбалансирован заменимыми аминокис-
лотами.
Таблица 2 – Количество аминокислот в жидком экстракте «Гемостат»
№ Название Количество, %
1 Аспарагин (Asp) 1,01
2 *Треонин (Thr) 0,49
3 Серин (Sep) 0,66
4 Глутамин (Glu) 2,13
5 Пролин (Pro) 0,69
6 Глицин (Gly) 0,63
7 Аланин (Ala) 0,61
8 Цистеин (Cyc) -
9 *Валин (Val) 0,37
10 *Метионин (Met) 0,12
11 *Изолейцин (Ile) 0,26
12 *Лейцин (Leu) 0,80
13 Тирозин (Tyr) 0,34
14 *Фенилаланин (Phe) 0,41
15 *Гистидин (His) 0,4
16 *Лизин (Lys) 0,39
17 *Аргинин (Arg) 1,32
10,63%
ВЫВОДЫ
Полученные в результате анализов 
данные позволяют сделать вывод о при-
сутствии в изучаемом объекте следующих 
соединений: витамин К
1, 
флавоноиды, не-
заменимые аминокислоты (треонин, ва-
лин, метионин, изолейцин, лейцин, фе-
нилаланин, гистидин, лизин, аргинин), а 
также макро–  и микроэлементы (магний – 
120,0 мг/л, кальций – 82,0 мг/л, натрий – 
53,0 мг/л, железо – 13,0 мг/л, цинк – 6,6 
мг/л, хром – 3,7 мг/л, марганец – 1,7 мг/л).
С использованием метода ВЭЖХ уда-
лось определить наличие и количествен-
ное содержание флавоноидов рутина и 
кверцетина в исследуемом образце жид-
кого экстракта. При этом количественное 
содержание рутина составило 0,72%, квер-
цетина – 0,035%. Проведена метрологиче-
ская характеристика методики определе-
ния флавоноидов, относительная ошибка 
среднего результата составила ±1,29% и 
±1,96%, что соответствует требованиям, 
предъявляемым к инструментальным ме-
тодам анализа. Из данных о качественном 
и  количественном содержании действу-
ющих веществ можно сделать вывод о 
вкладе той или иной группы в проявление 
экстрактом специфического фармакологи-
ческого действия.
На основании полученных результатов 
можно рекомендовать метод стандартиза-
ции жидкого экстракта «Гемостат» по со-
держанию флавоноидов и витамина К
1
.
SUMMARY
N.A. Yunushodjaeva, 
V.N. Abdullabekova, A.A. Juraeva 
DETERMINATION OF THE CHEMICAL 
COMPOSITION OF THE LIQUID 
EXTRACT «HEMOSTAT»
The article is devoted to the study of chemi-
cal composition of the liquid extract «Gemo-
stat» received on the basis of leaves of a nettle, 
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herb of knotweed and water pepper. Biological-
ly active agents flavonoids, K
1
 vitamin, macro-, 
microcells and amino acids are determined.
Keywords: herb of knotweed and water 
pepper, leaves of a nettle, amino acids, chro-
matography, HPLC.
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Методом спектрофотометрии в видимой и УФ-областях были проанализи-
рованы различные образцы, полученные на основе диметилового эфира хлорина е6 
(диметил 2-[(7S, 8S)-3-карбокси-7-(2-карбоксиэтил)-13-этенил-18-этил-7,8-дигидро-
2,8,12,17-тетраметил-21Н, 23Н-порфин-5-ил] уксусная кислота) и различных образ-
цов поливинилпирролидона. Было изучено влияние соотношения фотосенсибилиза-
тор-поливинилпирролидон в различных буферных растворах на спектральные свой-
ства диметилового эфира хлорина е6. Полученные спектры также сравнивались со 
спектрами хлорина е6 в присутствии поливинилпирролидона. Доказано, что моляр-
